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Procedimiento para la deteccion del crecimiento de
microorganismos en fluidos biologicos y muestras
clnicas mediante ultrasonidos.
El procedimiento consiste en la medida automatica
de la velocidad de propagacion de una se~nal impul-
siva con una frecuencia central de 5 MHz a traves de
un recipiente esteril que contiene un medio de cul-
tivo lquido al que previamente se le ha inoculado
una muestra clnica de sangre, orina u otro fluido
organico. El recipiente y la muestra lquida han de
permanecer a una temperatura controlada y ja. En
condiciones estandar se ja en 35C. Las tecnica de
medida puede utilizar bien la conguracion de trans-
mision - through-transmission- con dos transducto-
res piezoelectricos enfrentados, bien la de pulso-eco
- pulse-echo- con un solo transductor y un reflector
enfrentado y paralelo a la supercie de emision del
mismo. El pulso ultrasonico es procesado despues de
atravesar el recipiente, calculando por procedimien-
tos digitales la diferencia en tiempo entre la se~nal de
disparo y la llegada de dicho pulso.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION
Procedimiento para la deteccion del creci-
miento de microorganismos en fluidos biologicos
y muestras clnicas mediante ultrasonidos.
Sector de la tecnica
Se dirige al sector de la Instrumentacion Me-
dica. El campo especco es la Analtica Clnica
y la Microbiologa.
Estado de la tecnica
Las infecciones bacterianas, lejos de su erra-
dicacion, siguen suponiendo un inconveniente sa-
nitario de primer orden a nivel mundial. Entre
ellas, la infeccion hospitalaria (nosocomial) es un
problema frecuente que afecta a cerca del 10 %
de los pacientes ingresados en los hospitales, au-
mentando la mortalidad y prolongando sus das
de estancia en el. Las infecciones hospitalarias
mas frecuentes son: las urinarias, seguidas por
las infecciones de herida quirurgica, infecciones
respiratorias y bacteriemias primarias.
Todas ellas, en mayor o menor medida, pue-
den dar lugar a bacteriemia secundaria (presencia
de bacterias en sangre), sepsis y shock con fallo
multiorganico y elevada mortalidad.
La bacteriemia es la expresion mas neta y
clara de la infeccion bacteriana de cualquier tipo y
constituye su manifestacion mas grave. En nues-
tro pas, la mayora de los centros aportan ac-
tualmente cifras que oscilan entre 5 y 30 casos de
bacteriemia por cada 1.000 pacientes hospitaliza-
dos.
La expresion clnica del paciente crtico con
bacteriemia no es especca, por lo que resulta de
utilidad adoptar como sistematica la obtencion de
multiples muestras de sangre para cultivo (hemo-
cultivo) con el n de documentar su existencia
y adoptar las medidas terapeuticas oportunas en
cada caso. En este sentido, cada laboratorio debe
elegir la estrategia mas idonea enfocada a mejo-
rar la precocidad en la deteccion e identicacion
de bacterias y otros microorganismos en hemocul-
tivo, sin abandono de las tecnicas convencionales.
Los procedimientos tecnicos - actualmente dis-
ponibles en los laboratorios de microbiologa -
tienen por objeto detectar la presencia de estos
microorganismos en sangre, lquidos corporales
y otras muestras clnicas, proceder a su identi-
cacion morfologica, bioqumica, serologica, etc
y llevar a cabo pruebas de sensibilidad frente a
los antibioticos.
Una caracterstica signicativa de la mayora
de las bacteriemias es el bajo numero de unida-
des formadoras de colonias (ufc) encontradas por
mililitro de sangre. As, en endocarditis estrep-
tococica y estalococica se obtienen recuentos en-
tre 1-30 ufc/ml de sangre en el 54 % y 70 % de los
casos respectivamente. De este hecho se deduce
que hay una relacion directa entre el volumen de
sangre procesado y los resultados del cultivo. Por
tanto, el motivo de tomar dos o tres hemocultivos
espaciados es aumentar la probabilidad de detec-
tar bactedemias que son frecuentemente intermi-
tentes y el extraer 10 o mas mililitros de sangre
por hemocultivo se basa en la mayor probabili-
dad de detectar peque~nas cantidades de microor-
ganismos que son a menudo responsables de las
bacteriemias.
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En la practica de hemocultivos se utilizan fras-
cos esteriles con medios lquidos de composicion
variable, donde se inoculan de 5 a 10 ml de san-
gre del paciente, en condiciones aerobias y ana-
erobias, se incuban en estufas a 35-37 grados
centgrados y se mantienen en estas condiciones
durante un perodo variable de uno a veinte das,
en funcion del agente infeccioso esperado. Las
bacterias mas frecuentes se detectan en un plazo
de 24-72 horas, mientras que los microorganismos
de crecimiento lento precisan perodos de incu-
bacion prolongados.
Para la deteccion de microorganismos a partir
de lquidos corporales, como sangre, se utilizan
distintos procedimientos:
1.- En medios difasicos solido-lquido: se obser-
van colonias a simple vista creciendo en la
supercie del medio solido, identicandolas
posteriormente. Dicultades: tardan en
aparecer y no siempre son visibles. Ven-
tajas: no se abren los frascos hasta no tener
constancia de la presencia de germenes, se
evitan manipulaciones innecesarias y conta-
minaciones.
2.- En medios lquidos: se observaran dia-
riamente los frascos buscando indicios de
crecimiento, de forma macroscopica o ra-
diometrica. Con objeto de aumentar la sen-
sibilidad y rapidez en la deteccion se utili-
zan, entre otros, los siguientes sistemas:
 Produccion de CO2 resultado del me-
tabolismo en los frascos donde existan
microorganismos. Para ello se intro-
duce una aguja en el frasco para ex-
traer gas y medir la concentracion de
CO2 por espectrofotometra de infra-
rrojos. Riesgos de contaminacion. En
otros la formacion de CO2 se detecta
por fluorescencia, medible por un foto-
detector
 Otros sistemas (tecnologa H.F.T) de-
tectan el crecimiento bacteriano por
variaciones del pH o modicaciones del
potencial de oxido-reduccion. Presen-
tan la ventaja de lectura no invasiva y
la desventaja del alto coste.
 Extraccion de un peque~no volumen
de lquido contenido en los frascos y
examen microscopico tras tincion con
colorantes Gram, Ziehl, Naranja de
acridina, etc
 Pases a ciegas del caldo a diferentes
medios de cultivo solido. Desventaja:
los subcultivos rutinarios son costosos
y consumen mucho tiempo y material.
Los sistemas mencionados plantean problemas
por:
 Baja sensibilidad para detectar ciertos
agentes
 Demora en los resultados preliminares
y nales
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 Contaminacion/Problemas de inter-
pretacion
 Coste elevado
Descripcion de la invencion
Problema tecnico planteado
Es bien conocida la posibilidad de medir pa-
rametros fsico-qumicos de lquidos mediante tec-
nicas ultrasonicas - Espectroscopa Ultrasonica-.
Los parametros tpicamente medidos son la ve-
locidad de propagacion y la atenuacion. La me-
dida de la velocidad de propagacion ultrasonica
en lquidos, ha sido objeto de atencion en los
ultimos quince a~nos, existiendo tecnicas paten-
tadas de medida no automatica. La tecnica que
se presenta en la invencion es de tipo automatico
alcanzando un alto grado de precision en condi-
ciones optimas de control de parametros de labo-
ratorio - de 1 mm/s en medida de velocidad lo que
implica 1ppm del valor absoluto de la velocidad-,
siendo por tanto extremadamente sensible a pe-
que~nos cambios en concentracion o estructura del
medio lquido. La atenuacion es medida en forma
relativa a lo largo del proceso de crecimiento ce-
lular. El problema tecnico es pues la medida
automatica del tiempo de vuelo de una se~nal ul-
trasonica con precision superior a 1ns junto con
la medida relativa de atenuacion.
Breve descripcion de la invencion
El procedimiento consiste en la medida auto-
matica de la velocidad de propagacion de una
se~nal impulsiva con una frecuencia central de 5
MHz a traves de un recipiente esteril que contiene
un medio de cultivo lquido al que previamente se
le ha inoculado una muestra clnica de sangre,
orina u otro fluido organico.
El recipiente y la muestra lquida han de per-
manecer a una temperatura controlada y ja. En
condiciones estandar se ja en 35 C.
Las tecnica de medida puede utilizar bien
la conguracion de transmision - through-trans-
mission- con dos transductores piezoelectricos en-
frentados, bien la de pulso-eco - pulse-echo- con
un solo transductor y un reflector enfrentado y
paralelo a la supercie de emision del mismo.
El pulso ultrasonico es procesado despues de
atravesar el recipiente, calculando por procedi-
mientos digitales la diferencia en tiempo entre la
se~nal de disparo y la llegada de dicho pulso.
Descripcion detallada de la invencion
Para dise~nar y realizar una tecnica de medida
automatica de velocidad de andas ultrasonicas a
traves de fluidos, se han de denir dos parametros
esenciales: la frecuencia, la atenuacion del medio
y la geometra del problema.
La frecuencia esta relacionada con la reso-
lucion de la medida. Cuanto mayor sea la frecuen-
cia, mas precision en la deteccion de las interfases
lquido-recipiente y de los puntos de medida. Por
otro lado, el efecto de colimacion de haz necesario
para evitar ecos espureos y perdidas de difraccion
tambien es favorecido por las altas frecuencias.
El inconveniente de subir la frecuencia es el au-
mento de la atenuacion, que esta relacionado con
el cuadrado de la frecuencia.
La geometra del problema viene condicionada
por la de los recipientes esteriles utilizados. De
hecho la celula de medida se dise~na en funcion
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de dichos recipientes cuyo unico condicionante es
que tengan al menos dos lados planos. El mate-
rial de los mismos puede ser cualquiera - plastico,
vidrio...-.
El sistema consiste especcamente en una
celula ultrasonica termostatizada con precision de
0.001 C, un generador electrico de banda ancha
y una etapa de recepcion y procesado digital de
se~nal.- Figura 1.- El procedimiento consiste en la
medicion automatica del tiempo de llegada de un
impulso ultrasonico que partiendo del transductor
emisor (E) llega al transductor receptor (R) tras
atravesar el recipiente con la muestra de fluido en
estudio tiempo de vuelo T-. Este tiempo es re-
gistrado a intervalos jos y presentado en forma
graca con respecto al tiempo de toma de datos.
La toma de datos se mantiene hasta que se pro-
duce la decision de deteccion positiva o negativa.
Un ejemplo del resultado obtenido puede verse
en la Figura 2. Se selecciono el microorganismo:
Staphylococcus epidermidis por ser un germen
habitual en clnica. El proceso de medida consiste
en primer lugar en la preparacion de un inoculo
a partir de una suspension bacteriana de concen-
tracion denida, de ella se transere al frasco de
cultivo de forma aseptica controlando la concen-
tracion bacteriana nal introduciendo el frasco
en el ba~no termostatizado de geometra adecuada
para el proceso de medida. A partir de la inocu-
lacion, comienza la toma de datos. En la gura
-donde T es el tiempo a lo largo del cual se to-
man los datos y R es la inversa de la medida del
tiempo de vuelo- puede apreciarse el crecimiento
exponencial esperado.
Descripcion detallada de los dibujos
Figura 1.
En la gura se representa un esquema gene-
ral del procedimiento. E es el transductor
piezoelectrico emisor. R es el transductor
piezoelectrico receptor. EE representa a la
electronica de excitacion que normalmente
es un generador de impulsos de banda an-
cha. ER es la electronica de recepcion que
incluye un digitalizador de alta frecuencia
de muestreo, y un ordenador con un pro-
grama de calculo para obtener la diferencia
entre la excitacion y el tiempo de llegada del
impulso al transductor receptor as como la
disminucion relativa de la amplitud de di-
cho impulso.
Figura 2.
En la gura se observa la variacion del
tiempo de vuelo en funcion del tiempo de re-
cogida de datos. Las escalas son relativas.
Se aprecia como despues de un tiempo de
acomodacion del cultivo, aparece una curva
tpica de crecimiento exponencial que se co-
rresponde con lo esperado para el tipo de
cultivo y la bacteria inoculada: Staphylo-
coccus epidermidis
Ejemplo de realizacion de la invencion
Ejemplo 1.
Como ejemplo de realizacion, se puede con-
gurar el sistema con un solo transductor emisor-
receptor - Figura 1-. El generador electrico de
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banda ancha EE emite un pulso estrecho al trans-
ductor piezoelectrico de banda ancha E-R. La
se~nal, tras recorrer el camino entre el transductor
y el reflector plano RF pasando a traves del reci-
piente con la muestra lquida, vuelve al transduc-
tor convirtiendose en una se~nal electrica que es
tratada en el receptor ER. El receptor ER detecta
la diferencia entre el tiempo de salida de la se~nal
electrica de excitacion y el de llegada de la se~nal
tras recorrer dos veces la distancia transductor-
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
reflector. Asimismo es detectado en el receptor
el valor del maximo de la se~nal. Este proceso
se repite secuencialmente y de forma automatica
gracias a un sistema de control y adquisicion go-
bernado por un ordenador PC. Durante todo el
proceso de medida, el transductor, el recipiente
con la muestra lquida y el reflector estan sumer-
gidos en un ba~no de agua termostatizado con una
precision de al menos 0.01 C por medio de el
sistema de control de temperatura CT.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la deteccion del creci-
miento de microorganismos en fluidos biologicos y
muestras clnicas mediante ultrasonidos caracte-
rizado porque consiste en: la medida automatica
de la velocidad de propagacion con una frecuen-
cia central de 5 MHz a traves de un recipiente
esteril que contiene un medio de cultivo lquido
al que previamente se le ha inoculado una mues-
tra clnica de sangre, orina u otro fluido organico,
donde el recipiente y la muestra lquida han de
permanecer a una temperatura controlada y ja,
que en condiciones estandar se ja en 35C, uti-
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lizando como conguracion de transimision dos
transductores piezoelectricos enfrentados. Final-
mente, el pulso electronico es procesado despues
de atravesar el recipiente, calculando por proce-
dimientos digitales la diferencia en tiempo entre
la se~nal de disparo y la llegada de dicho pulso.
2. Procedimiento para la deteccion del creci-
miento de microorganismos en fluidos biologicos y
muestras clnicas mediante ultrasonidos segun rei-
vindicacion 1 caracterizado porque utiliza como
conguracion de transmision un solo transductor
y un reflector enfrentado y paralelo a la supercie
de emision del mismo.
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